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Description v/fcTEUR RECOMBINANT ET 

UTILISATION DE CELUI-CI POUR QQgp^sPONDANTE" 



CORRESPONDANTE 



to 



t5 



20 



25 



nouveaux antigenes a leur surface JD« an 8 humains le spe ctfique. 

^ministration d'anticorps ant£ sort lib res so rfix ^ clin.ques ^ 

donne des resultats 'J^^^X les reponses imm " nita ^f JexSart Vanttgene T tuees 
Par ailleurs. on P^^SrapprocrTes comma nnocuUUion de c *'^ d t s P Sunoglobu«nes anti-T 

virus recombinant vivam, aans . dans , es exemples est ceiui qui <w 

modele experimental et qu is sraoeve ph u) L . induc tion des tumeurs implique 

de rats transformees par e v "»* W ^ chez , es rongeurs •L'"*'^ ^ (15 . 17 ). 

tB virus dupoly^M«rtp^u«JJ^ ^ ,. express , on de genes £*JJ£ fte contre 

fintegration de TADN viral dans le 9 en ?^ e tranform6es pa r PY, tuees ^"J^te demonstration de 
L'inoculation de rongeurs avec des eel Mm ™^ jnduites par PY (12-13). , es ^genes T 

une inoculation d'epreuve aveo ^des ^Hutes J™ de |a tumeur e t de tour relaW JJ» 9 rement 

Me utilises pour immuniser des recombinant sont correctement » 2 * „ qui est 

U presente invention concerns I ut sat™ a d . une tumeur appelee ant gen 

cedent pour la region antigene specif ique ^^^^M tumeur. 

Par proteinespecifiqued'une tumeur on emenaun^ y oncoge ne. agent e«wM* capable 

«ssus adultes normaux ou , un ""J^^S^d designer la P^,f de SXress^tedHe tumeur. 
w Par region ^^oSJTdlndui™ un mecanisme capabl .^^^Ufent fegaiement 

d'induire une immunrte antitumora ib co mme virus vecteur, d autres vh 

II fautnoter que. bien que la vaccine rHerpes et .es Adenoviru^ Tdansles cellules 

gene non essentiel du virus : par _exemple. am ^ haut 

55 ainsi qu'un precede de P re P^' on * r .« de tumeur. <u ^ et vanent suivant les 

ssssss scs^-j-srs^ffitar — - 

cellules et les virus utilises j. de meme q po Dreven tives ou curatives des 
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inocule a I'homme ou a ('animal. 

Dans un second mode de mise en oeuvre de la presente invention, une preparation pharmaceutique 
comprenant des extraits de cellules infectees par le virus recombinant ou I'antigene T completement purifie a 
partir de ces extraits ou encore le virus recombinant lui-meme, tue, prfesentant a sa surface les molecules 
d'antigene T, est injectee a I'homme ou a Tanimal. 5 

Les compositions pharmaceutiques selon la presente invention seront utilisees de preference sous forme 
injectable, a rhomme ou a Tanimal. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre preparees selon des procedes connus dans le domajne des 
vaccins et du conditionnement des proteines. 

Les doses applicables pourront varier dans une large gamme et seront fonctibn, notamment, de la tumeur a 10 
prevenir pu a traiter, de I'etat du patient et d'autre parametres qui seront evalues par le praticien. 

La presente invention concerne egalement les anticorps dresses contre I'antigene T ou la region importante . 
de celui-ci et I'utilisation, a tltre d'agent diagnostic de ces anti corps ou de I'antigene T lui-mSme, ces 
molecules pouvant etre marquees ou non, selon des proced&s connus de I'homme de metier. 

Les exemples suivants illustrent le concept sur lequel repose I'invention, dans un modele animal constftue 15 
de cellules tumoraies de rat et d'un antigene T code par le virus du polyoma, PY, responsable de la 
tumorigenisatlon mais ii est evident que des resultats semblables pourraient etre obtenus avec tout autre 
antigene specifique de tumeur et absent des tissus adultes normaux, et que I'utilisation de ces drfferents 
antigenes T fait egalement partle de I'invention. 

Parmi les autres antigenes T qui peuvent servir de cible au procede selon la presente Invention, on peut clter 20 
les antigenes specifiques du carcinome colorectal, du melanome, du cancer du rein, du neuroblastome, du 
carcinome de la vessie, du carcinome mammaire, des lympnomes et des adenomes des glandes endocrines. 

Les antigenes tumoraux servant de cible a la presente invention peuvent §tre des composants de I'hdte 
dont ('expression est alteree dans le tissu tumoral ou, plus generaiement, des antigenes codes par des virus 
responsables de la transformation des cellules en cellules cancereuses, en partlculier des retrovirus ou des 25 
Papovavirus comme les papillomes et les polyomas. 

Exemple 1 Construction de 3 virus recombinants de la vaccine exprimant chacun Tun des antigenes T du virus 
. PY. 

La figure 1 (modifiee d'apres la reference 17) montre la structure de la region precoce de PADN du PY et met 30 
en evidence les 3 genes LT, MT et ST qui se chevauchent et, en particulier, la partie correspondent a la region 
N-terminale qui leur est commune. Le site d'inltiation de transcription, dans le PY, est indique par TATA et les 
signaux d'initiation et de terminaison de traduction sont notes respectivement ATG et TGA. La position des 
introns est indiquee ainsi que celle des sites de polyadenylation. 

Les sequences codantes des 3 antigenes T du virus PY ont deja ete donees apres avoir ete debarrassees 35 
de leurs introns par excision In vitro (27-28), pour donner les plasmides pPY-LT1 1 pPY-MT1 , pPY-ST1 (28). Ces 
s6quences codantes ont ete recuperees par digestion Bgll a une extremite et Hindll pour LT, EcoRI pour MT et 
Pvull pour ST, a I'autre extr6mite. L'extr6mite Bgll a ete rendue compatible avec un site BamHI par un 
adaptateur synthetique simple brin (42) : 

5'-d.GATCTGG-3' 40 
Les 3 segments d'ADN ainsi traites ont ete introduits dans le vecteur pTG186-EcoRI et BamHI-Smal (figure 2). 
Le vecteur pTG186 poly resulte de Tinsertion du polylinker de M13TG131 (41) qui apporte plusieurs sites de 
restriction dans le vecteur pTG1H-TK-7,5 K (29), en aval du promoteur du gene 7,5 K du virus de la vaccine, 
lui-meme insere dans le gene TK de la vaccine. Les 3 sequences codantes des antigenes T et leurs signaux 
d'initiation et de terminaison de traduction respectifs ont done ete inseres dans un gene non essentiel du virus 45 
de la vaccine, apres avoir ete places en aval d'un promoteur du virus de la vaccine. A la suite d'une double 
recombinaison, dans les cellules infectees par le virus sauvage et transferees par le plasmide recombinant, . 
comme cela a deja ete decrit precedemment (29), la sequence codante de I'antigene T se retrouve integree 
dans le genome du virus de la vaccine. Les virus recombinants, portant le gene etranger, sont selectionnes 
pour leur caractere TK-, par multiplication sur cellules 143B, TK-, en presence de 5-bromo-deoxyuridine. 50 

Les virus recombinants ayant integre les sequences codantes des antigenes T ont ete identifies par 
"Southern blot" et 3 virus representees ont ete retenus : W.PY.LT-H, W.PY.MT-I, W.PY.ST-J. 

Exemple 2 Etude in vitro des proprietes des antigenes T synthetis6s par les virus recomblnantes W-PY. 

Les 3 antigenes T exprimes par les virus de la vaccine recombinants sont reconnus par des anticorps 55 
dresses contre I'antigene T du PY natif. 

La localisation intracellular des antigenes a ete etudiee a I'aide d'anticorps ftuorescents : des cellules de 
hamster (BHK21) semi-confluentes ont ete infectees separement avec les 3 types de virus recombinants 
W.PY.T (0,1 ufp/cellule ; incubation pendant une nurt) ; les antigenes T ont ete reveles, dans les cellules fixees 
a Pacetone (a 80 %), par application sequentielle d*antiserum de rat h'yperimmun, antl-T (RAF n©4, CNRS-Nice 60 
(43); 1/50 en PBS + 1 % serumalbumine bovine), puis d'anticorps anti-rat, fluorescents (immunoglobulines 
de chevre, fournies par Miles, 1/100 en PBS + 1 % serumalbumine bovine). Les 2 anticorps sont adsorbes 
chacun pendant 20 minutes a 37° C puis les cellules sont Iav6es pour eliminer les anticorps non fix6s. La 
figure 3 montre i'immunofluorescence des cellules infectees avec W.PY.LT (A), W.PY.MT (B), W.PY.ST (C) 
et non infect6es (D). 65 
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On voH. dans la figure 3 a. gue .a proteins UT se 

dans le noyau ; la proteine ST est local see pnnc.palemeat dans le WJJ 6 ^,, ce|a a ete rapp orte (15. 
localisee principalement dans le cytoplasme (figure 3 b) * ™ ""JS,^ association avec I'appareil 
31). Sa detection faiblemais reproductible dans Is ^W/cef a 6ttlXu6 Jar d'autres etudes recentes 
5 de Golgi et d'autres membranes intracellulars, comme cela a ete .no.gue v 

(32-33). 

B^aEM. d. .a repo.se — "M. o*ez ke — * P» »•» «»«— — teS 
,„ "w.TeS'r"' po..n«el — do* 3 .eoome*,.* W-PY. M cep*oi« d'MuW m. ripon*. 

T5 developpement de la tumeur. ftw , nec nnt j n0 cu!es par vole sous-cutanee avec les 

f>e»9™P«»a»™Bf^lFl s *«). ?! de4j«^n. ^"•™J„ p avec k »e™ doe. I" 45 * 

cela a deja ete suggere (28). 

Les resultats sont presentes dans le tableau . tumeurs detectables dans les 14 jours suivant 
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Tableau I Re jet des tumeurs par les rats inocules par voie 

sous-cutanee ayec les recombinants W.PY.T 

' ' 5 



Virus 
vaccinal 




Nombre d 1 animaux re ; 
Nombre total inoculi 


ietant la tumeur/_ 




• 


Temps apres 
le challenge 


: 18 jours 21 


jours 


* 

27 jours 


• 

35 jours 


10 






0/4 


0/4 


0/4 


0/4 




VV.PY.ST 




0/7 


0/7 


0/7 


0/7 


15 


VV.PY.MT 




0/10 


1/10 


3/10 


6/10 




VV.PY.LT 




0/10 


0/10 


2/10 


5/10 


20 


VV.PY.LT 
+W.PY.MT 
+VV.PY. ST 




2/4 


2/4 


1/4 


1/4* 


25 



Note : * 1 animal n'a pas developpe de tumeur detectable jus- 

qu'au 35eme jour apres le challenge. 30 



Les animaux ont ete sacrifies apres 42 jours et leurs serums ont 6te analyses (Tableau II). Tous les animaux 
vaccines presentent des tltres d'anticorps eleves contre le virus de la vaccine et contre les cellules 
transformees par PY, qu'ils aient 6t6 ou non capables de rejeter les tumeurs. 35 

II semble done que le rejet des tumeurs ne puisse pas Stre attribue aux anticorps circulants mais necessite 
la participation d'un autre mecanisme immunitaire. 

40 



45 



50 



55 



60 
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Tableau II Titres d'anticorps des animaux vaccines et chal- 
~~ lenges, sacrifies apres 42 jours. 



Virus 
vaccinal 



10 



15 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



Diametre de 
la tumeur 
(en mm) 



Titre en anticorps* contre 
la vaccine les cellules trans- 

formees par PY 
(moyenne) (moyenne) 




W.PY.ST 



15 
20 
15 
5 

15 
10 
15 
20 



VV.PY.MT 



30 VV.PY.LT 



10 



14 



VV.PY.LT 

+W.PY.MT 

+W.PY.ST 



15 
3 
8 



1.8 
6.9 
15.9 
6.7 

253 
220 
218 
203 

227 
258 
266 
222 

226 
226 
227 
295 

180 
300 
252 
255 



(7.9) 



(224) 



(243) 



(243) 



(247) 



13.7 
10.2 
7.3 
18.0 

56.5 
26.1 
31.6 
33.8 

35.9 
32.6 
28.4 
25.9 

11.8 
21.2 
30.9 
87.8 

16.0 
23.4 
33.9 
17.9 



(12.3) 



(37.0) 



(30.7) 



(37.9) 



(22.8) 



55 



• Les anticorps sent litres en microbes ^^^S^S^J^ 
suspension de cellules PYT-21 (10" cellules dans 00 pQ ■■ I ant.co rpsflx f e ^ P e dase (Ame rsham) 
dlgG de mouton, anti-rat, marquees a la b.otine jAmershann) puis ^ «JJJJJ^ £ un lecteur de plaques 
puis dereactifELAVIAP.9 (Pasteur-Diagnostic). ^j^^^SSS^* la densit6 optiqU8 
Trtertek-Uniskan. Le tttre en anticorps es donne ^ar le P™^^ e ^^S. .j. 3 dOultana C1/B0, 1/2S0 «t 
mesuree par la dilution de I'antiserum employee. Chaque resultat est la moyenn 

1/1.250). 

Hxemp^Beietdestumeursc.eziesanimauxvaccin^ 
Une autre voie d'inoculatlon du virus vaccinal a ete essayee int radermique. par 

Des groupes de rats femelles (Fischer) ages de 4 T^!^^ 1 SdSrto**2 10» ufp/ml). 

scarifi Jtionde la base de la queue au scalpel avec d'epreuve, par 

BTS^-rffA^r ~ iours p,us tard 

Les resultats sont presentes dans le tableau 111. 
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Tableau III Rejet des tumeurs par les rats inocules par voie 

intradermique avec les recombinants W.PY.T. 



Virus 
vaccinal 




Nombre d'animaux rejetant la tumeur/ 
Nombre total inocul6 




Temps apr&s 
le challenge 


: 22 jours 


29 jours 


39 jours 






0/4 


0/4 


0/4 


W.PY.ST 




0/4 


0/4 


0/4 


W.PY.MT 




2/8 


7/8 


8/8 


W.PY.LT 




0/8 


0/8 


5/8 



Exemple 5 Traitement des animaux porteurs de tumeur avec les virus recombinants W.PY.T. 

L'administration des virus recombinants a ete tentee comme traitement curatif des tumeurs. 

10 rats inocules avec des cellules transformees par PY et ayant tieveloppe une tumeur ont ete inocules avec 
le recombinant W.PY.LT apres 12 et 16 jours ; la tumeur mesurait 2 a 3 mm au moment de la premiere 
inoculation.. 

Chez tous les animaux la tumeur a continue a croTtre jusqu'a atteindre un diametre de 15 mm. Chez 2 
animaux la tumeur a ensuite regresse de maniere significative (observation au jour 35) puis a ete totalement 
eliminee. 

Un resultat semblable n'a ete observe ni avec W.PY.MT ni avec W.PY.ST ce qui indique des differences 
d'immunogenicite entre les 3 especes d'antigene T. 

Depot de souche representative de I'invention. 

Le plasmide vecteur dans lequel toute sequence codante d'un antigene T peut dtre integree pour 6tre 
ensuite recombinee dans le virus de la vaccine a ete depose a la Collection Nationale de Cultures des 
Microorganismes sous le no| 458, le 20 juin 1985. 

Ce plasmide de E. coli derive du pML2 comprend une origine de replication dans E. coli, le gene de la 
p-lactamase, le gene TK de la vaccine, interrompu par le promoteur 7,5 K de la vaccine et une sequence 
codante etrangere (sequence de l'IL2 humaine), qui peut §tre echangee avec la sequence codante d'un 
antigene T. 
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Revendications 

, Vta v.o™r *M parmllss Poxvirus, ta Adto*» « l.s *» * 19 W I «JJ^**?„£ 

^^S^=^-?^Sra£SSSN pour . 

4 Virus selon Tune des revendications 1 a 3, caraciense en ^huc i 

proteine 7,5 Kdu vims de la vaccine caracte rise en ce que la sequence d'ADN codant pour 

6 Virus selon I'une des revendications 1 a 5, caraciense en ws 4 uc ia M 
Pantiaene T est clonee a I'interieur d'un gene non essentiel, du virus utilise. 

' 7 V rusIeSa revendicatlon 6. caracterise; en ce que J^SSSSSSSSJ^ * P roteine 

de tumeur est depourvue «rwmnii. ^ Ms6 en ce que | a sequence codant pour la proteine 

10. Virus selon I'une des ^"^f^iJJ^^^^^toe A AON ou d'une copie ADN d'un 
spfeclfique de tumeur correspond a une sequence a un virus onuuyc.i 

^TCSn^evendication 10 caracterise en ce que la sequence du virus oncogene provient d'un 
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cellules selon la revendication 12 et que Ton recupere ladite prot6ine a partlr des extraits celiulaires. 

14. Proteine specifique de tumeur obtenue par la mise en oeuvre du proc6d6 selon la revendication 13. 

15. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient a titre de princlpe actlf, curatlf ou 
preventlf, au molns une proteine specifique de tumeur selon la revendication 14. 

16. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comporte a titre de principe actif, curatlf ou 
preventif, un virus selon Tune des revehdications 1 a 1 1 et un support pharmaceutiquement acceptable. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caracterisee en ce que ie virus est vivant ou 
tue. 

18. Composition pharmaceutique selon Tune des revendication 15 a 18 caracterisee en ce qu'elle 
comporte un support pharmaceutiquement acceptable permettant son administration par injection, a 
I'homme ou a Panimal. 

19. Anticorps dresses contre une prot6ine specifique de tumeur selon la revendication 14 ou contre un 
virus selon Tune des revendications 1 a 1 1, exprimant ladite proteine. 

20. A titre d'agent diagnostic, un antigene proteique selon la revendication 14 ou un anticorps selon la 
revendication 19, marques ou non. 
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